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1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE, CILJEV IN HIPOTEZ 
 
1.1 PREDSTAVITEV PROBLEMATIKE 
 
Onesnaženost tal je prisotna v večini industrijsko razvitih držav in je pereč problem tudi v 
razvijajočih se državah. Na Kitajskem je bilo zaradi rudarjenja do vključno leta 2004 
onesnaženih že 3,2 milijona ha tal in trendi kažejo, da se bo v prihodnjih letih onesnažena 
površina še povečevala (Li, 2006). Evropska okoljska agencija je ocenila, da imamo v Evropi 
kar 3 milijone lokacij z onesnaženimi tlemi (The European Environment …, 2010). 
Najobsežnejša in najbolj onesnažena območja so na severozahodu Evrope, od severa 
Francije prek Nemčije, Belgije do Nizozemske. Ta območja so gosto poseljena in posledično 
industrijsko zelo živahna (Soil atlas …, 2005). V Sloveniji je najbolj onesnaženo območje 
zaradi metalurške dejavnost na skrajnem severu države v bližini avstrijske meje – območje 
Mežiške doline. V ozki dolini se je pridobivanje svinca začelo že leta 1665, kar vključuje 
kopanje, mletje in taljenje svinčeve rude. Vse do začetka prve polovice 19. stoletja so bili 
rudniki manjši in razpršeni po celotni Mežiški dolini. Leta 1893 pa so v naselju Žerjav 
zgradili centralno talilnico. Po izgradnji talilnice se je pridobivanje svinca hitro povečevalo 
in je v letu 1977 doseglo 27.700 ton. Prvi filtri za zmanjšanje emisij v ozračje so bili 
nameščeni leta 1923 in so jih v letih 1954, 1964 in 1978 še nadgrajevali (Ivartnik, 2009). S 
tem so emisije svinca v ozračje od prvotnih 5.000 kg zmanjšali na 70 kg na dan. V 500 letih 
aktivnega pridobivanja svinca v Mežiški dolini so se emisije svinca akumulirale v tleh. Poleg 
svinca (Pb) pa v onesnaženih tleh najdemo povišane vsebnosti tudi preostalih PSK, kot so 
cink (Zn), kadmij (Cd), arzen (As), srebro (Ag), molibden (Mo) itd. (Sajn, 2007). Zato je 
hitro ukrepanje za povrnitev območja v prvotno stanje nujno. Ker je odstranjevanje 
onesnaženih tal z izkopavanjem in odlaganjem na odlagališča drago in v Evropski uniji 
prepovedano (Commission Regulation (EC) No. 1881/2006 …, 2006), je za rešitev tega 
okoljskega problema treba iskati druge poti. Tveganja PSK lahko zmanjšamo na več 
načinov:  
 
– z izolacijo tal oz. preplastitvijo, tako preprečimo prašenje onesnaženih tal v zrak;  
– z imobilizacijo oz. stabilizacijo, pri kateri ob uporabi aditiva PSK iz mobilnih preidejo v          
fizikalno-kemijsko stabilne kovine v tleh (Tica in Leštan, 2013);  
– s fitoekstrakcijo oz. remediacijo z uporabo rastlin, tako imenovanih hiperakumulatorjev 
(Ent in sod., 2013; Forte in Mutiti, 2017; Cheng in sod., 2015), in s kemično spodbujeno 
fitoekstrakcijo (Mani in sod., 2015), pri kateri se tla predhodno kemično obdelajo, tako da 
PSK postanejo dostopnejše za rastline. Na mežiških tleh so Kos in sod. (2003) testirali 
kemično spodbujeno fitoekstrakcijo z uporabo rastline Cannabis sativa, ki je iz 
onesnaženih tal odstranila 0,6 % svinca v enem rastnem ciklu;  
– s pranjem tal, s katerim se kovine raztopijo v talno raztopino in jih zato lahko izperemo iz 
tal. Za pranje tal potrebujemo »detergent« oz. aktivno snov. Najbolj raziskane in največkrat 
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uporabljene so kisline (dušikova, žveplova, klorovodikova, citronska itd.) (Neale in sod., 
1997) in razni ligandi (EDTA, DTPA, NTA, EDDS, GLDA itd.) (Guo in sod., 2018; 
Hughes in sod., 2018; Naghipour in sod., 2016; Beiyuan in sod., 2016). V splošnem velja, 
da s pranjem tal ne odstranimo vseh PSK, četudi bi uporabljali zelo visok delež aktivne 
snovi. Uporaba kelatnega liganda EDTA se je izkazala kot najbolj učinkovita 
remediacijska metoda za mežiška tla (Lešan, 2017).  
 
EDTA se množično uporablja pri proizvodnji detergentov, mineralnih gnojil (Fe-EDTA, 
Mn-EDTA), v izdelkih za osebno nego in celo kot dodatek v prehranskih proizvodih (Furia, 
1964). EDTA je citotoksična in rahlo genotoksična, ni pa kancerogena kemikalija v 
primerjavi z drugimi aminopolicikličnimi ligandi. Raziskave na živalih so pokazale, da se je 
strupenost EDTA začela kazati pri koncentraciji 150 mg kg-1 dan-1 (Lanigan in Yamarik, 
2002). Zaradi nizke strupenosti osnovne oblike EDTA, visoke učinkovitosti pri 
odstranjevanju PSK iz onesnaženih tal in relativno nizke nabavne cene se EDTA množično 
raziskuje za namene čiščenja onesnaženih tal (Voglar in Leštan, 2013). Pri remediaciji tal 
EDTA tvori vezi s kovinami (Slika 1), tako postanejo kovine topne in jih lahko odstranimo 
z ekstrakcijsko tekočino. Enako deluje EDTA tudi pri zdravljenju ljudi, ko pride do 
zastrupitve s PSK (Kalia in Flora, 2005).  
 
 
Slika 1: Kelatni kompleks med EDTA in kovinskim kationom (M ) (Yikrazuul, 2005) 
 
Tehnologija spiranja mežiških tal z uporabo EDTA se od leta 2007 naprej intenzivno razvija. 
Glavni problem pri remediaciji pa ni učinkovitost odstranitve PSK iz tal, ampak procesna 
voda, v kateri so po ekstrakciji raztopljene PSK. Pociecha in Leštan (2012) je uspelo iz 
onesnaženih tal odstraniti 72 % svinca in 27 % cinka. Iz procesne vode sta z uporabo kislin 
(HCl in H2SO4) reciklirala 88 % kelatnega liganda EDTA, ki je bil v naslednjem ciklu 
ponovno uporabljen. V naslednjem koraku pa sta z uporabo grafitne anode odstranila še 
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preostanek EDTA (99,9 %), ko je zaradi oksidacije prišlo tudi do obarjanja kovin – 99,7 % 
svinca in 100 % cinka. Procesna voda je tako postala čista in ponovno uporabna. Voglar in 
Leštan (2013, 2014) sta zasnovano tehnologijo testirala na 60 kg tal: uspelo jima je odstraniti 
75 % svinca in 26 % cinka iz onesnaženih tal, iz procesne vode sta reciklirala 71 % EDTA 
in pri tem nista zavrgla nič odpadne vode. Oborjene kovine sta stabilizirala z apnom 
(bitumnom) in tako preprečila njihovo mobilnost in omogočila odlaganje kock na 
odlagališčih. Izračuni so pokazali, da bi bila cena remediacije za tono tal 299 EUR, s čimer 
sta dokazala, da je nova tehnologija okoljsko in ekonomsko upravičena. Tla so po procesu 
pranja še vedno lahko uporabna kot substrat za gojenje rastlin (Jelušič in sod., 2013). Leta 
2014 so tehnologijo tudi patentirali pod št. 9108233 (Leštan, 2014). Ker proces oksidacije z 
grafitno anodo za delovanje porablja električno energijo, je bil leta 2017 patent nadgrajen z 
inovativno rešitvijo, s katero se PSK iz ekstrakcijske tekočine odstranijo z alkalno absorpcijo 
na polisaharidni adsorbent (v našem primeru na odpadni papir) (Leštan in sod., 2017).  
 
Tehnologija omogoča odstranitev večine PSK iz tal, vendar z vnosom EDTA v tla ta lahko 
pomeni novo nevarnost za okolje. Čeprav EDTA in metalo-kelatni komlpleksi niso strupeni, 
pomenijo nevarnost za okolje, saj so težko biorazgradljivi (Tiedje, 1975) in zato dolgo 
ostajajo v okolju (Meers in sod., 2005). Wen in sod. (2009) so poročali, da se je v 20 dneh 
razgradilo le 14 % EDTA v tleh. Metalo-kelatni kompleksi povzročijo širjenje nevarnih 
PSK, ki pomenijo dolgoročno nevarnost za okolje (Rahman in sod., 2010). V strokovni 
literaturi je na eni strani veliko objav o učinkovitosti odstranjevanja PSK z uporabo EDTA, 
na drugi strani pa je zelo malo informacij o vplivu remediiranih tal na okolje. Pri tem mislimo 
predvsem na informacije o načinu absorpcije EDTA v tleh pri postopku pranja tal, o količini 
ostanka metalo-kelatnih kompleksov v tleh po postopku čiščenja ter o potencialnih emisijah 
nevarnih kelatov v okolje. Yip in sod. (2010) poročajo, da se pri remediaciji tal z EDTA 
poveča specifična površina tal in tako omogoči ponovna vezava metalo-kelatnega 
kompleksa (Pb-EDTA), ki vezan ostaja v tleh. Pri industrijsko onesnaženih tleh po 
remediaciji v tleh ostaja do 20 % EDTA (Zeng in sod., 2005). S tako visokim deležem 
ostanka EDTA po remediaciji se lahko odločilno zmanjša uporabnost remediacijskih 
tehnologij – stroški se povečajo, saj je treba absorbirani ligand v novem ciklu nadomestiti. 
Kar pa je bolj pomembno, nevarni metalo-kelatni kompleksi se sčasoma spirajo v podtalnico 
in tako povzročijo nenadzorovano onesnaženje. Da prihaja do anomalij tudi pri tehnologiji, 
ki je bila patentirana leta 2014 (Leštan, 2014), dokazuje to, da je Jelušič in sod. (2013) uspelo 
odstraniti 75 % svinca in 30 % cinka, kljub temu pa se je glede na začetne koncentracije PSK 
med procesom izgubilo 0,4 % svinca in 0,3 % cinka. Eden izmed možnih vzrokov za ponor 
PSK je tudi ponovna vezava kovin v obliki metalo-kelatnih kompleksov v remediirana tla. 
Barona in sod. (2001) in Lei in sod. (2008) svarijo, da so PSK v remediiranih tleh šibkeje 
vezane v talni kompleks in zato obstaja večja možnost za njihovo širjenje v okolje. Kot 
vzroke za povečano mobilnost navajajo popolno raztapljanje tal v ekstrakcijski tekočini (ta 
pospeši razpad talnih delcev) ter potencialno kationsko izmenjavo med ligandom in talnimi 
delci. EDTA in drugi kelatni ligandi aktivirajo raztapljanje kovin in jih kot metalo-kelatne 
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komplekse zadržujejo v tekočem stanju. Pri remediaciji uporabljamo visoke koncentracije 
liganda v ekstrakcijski tekočini in tako z nastankom topnih kompleksov znižamo absorpcijo 
PSK. Kljub temu pa metalo-kelatni kompleksi, ki se ne sperejo iz tal pri remediaciji, ostajajo 
v majhnih količinah raztopljeni v porah tal. Metalo-kelatni kompleksi pa imajo prav pri 
nizkih koncentracijah večjo sposobnost vezave na talne delce (Nowack in sod., 2002). Do 
tega prihaja, ker je ligand most med mineralno površino talnih delcev in potencialno 
strupeno kovino (Enačba 1). Tako se lahko na talno površino veže celoten metalo-kelatni 
kompleks in EDTA ostaja vezana v tleh. Bargar in sod. (1999) poročajo, da so metalo-kelatni 
kompleksi (Pb-EDTA) neposredno vezani na talno površino, lahko pa so vezani tudi prek 
vodikovih vezi in se ugnezdijo v površinski vodni sloj (Enačba 2). Prav ta način vezave 
metalo-kelatnih kompleksov na površino tal je pokazal sorazmernost z nižanjem pH 
gradienta – z nižanjem pH se je torej proces vezave povečal (Nowack in sod., 2002). 
 
 
=FeOH + FeEDTA- + H+ ↔ =Fe-EDTA-Fe0 + H2O                                                   … (1) 
 
 
= FeOH + FeEDTA- + OH- ↔ =Fe-O-FeEDTA2- + H2O                                            … (2) 
 
 
Nekatere PSK (baker, krom, molibden, nikelj, selen, cink itd.) so pri nizkih koncentracijah 
esencialnega pomena za mikroorganizme, rastline, živali in tudi človeka (Nagajyoti in sod., 
2010), medtem ko lahko pri neesencialnih PSK (svinec, arzen, živo srebro itd.) pride do 
nevarnosti že pri nizki vsebnosti. Svinec je strupena kovina, ki vpliva na nevrološke, 
hematološke, želodčno-črevesne, kardiovaskularne in ledvične sisteme. Otroci so najbolj 
občutljiv del populacije, tudi nizke ravni izpostavljenosti lahko povzročijo resne in v 
nekaterih primerih nepopravljive nevrološke poškodbe, saj otroci absorbirajo 4- do 5-krat 
več svinca kot odrasli. Pri otrocih, ki so izpostavljeni svincu, so epidemiološko dokazali tudi 
motnje v pomanjkanju pozornosti, agresijo in učinek na inteligenčni kvocient (IQ) (Exposure 
to lead …, 2010). Neposredno je izpostavljenost svincu mogoče oceniti z merjenjem svinca 
v krvi, zobeh ali kosteh. Nevarnosti, ki jih povzročajo PSK, moramo obravnavati celostno. 
Zgolj z določanjem skupne vsebnosti PSK v onesnaženih tleh lahko podcenimo resnično 
nevarnost, ki jo PSK pomenijo pri prehajanju v okolju (Adamo in sod., 2018). Tla z nizko 
vsebnostjo PSK so lahko nevarna za ljudi, če imajo visoko biodostopnost PSK. Delež 
biodostopnih PSK pomeni frakcijo, ki pride v organizem z zaužitjem in vdihovanjem ali pa 
PSK pridejo v organizem prek kože (Krishnamurti, 2008). Najbolj biodostopna je labilna 
talna frakcija, ki vsebuje raztopljene proste ione ali raztopljene vezane ione PSK ter ione, ki 
so šibko vezani na talno površino (Adamo in sod., 2018). Zato je biodostopnost odvisna od 
tipa tal in onesnažila (Davis in sod., 1996). PSK v tleh najdemo vezane v talni kompleks. 
Spojine, ki se tvorijo v kislih pogojih (npr. Pb sulfat, Fe-Pb sulfat), so bolj stabilne v kislih 
pogojih želodca in zato manj biodostopne za organizem. Spojine, ki se tvorijo v bazičnih 
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pogojih (npr. Pb karbonat, Pb oksid), pa niso stabilne v kislih pogojih želodca, zato imajo 
taka tla višjo biodostopnost PSK (Ruby in sod., 1999). Življenje ljudi na onesnaženem 
območju pomeni vsakdanji stik s PSK – najsibo kot plazenje po tleh pri otrocih, zaužitje tal 
z neoprano zelenjavo, vdihovanje onesnaženega prahu zunaj in v stanovanju itd. Davis in 
Mirick (2006) sta ugotovila, da je dnevni vnos tal pri otrocih med 37 in 207 mg dan-1, pri 
odraslih pa med 23 in 625 mg dan-1. Novejše raziskave so dokazale, da imajo prebivalci na 
onesnaženem območju (tla, onesnažena s Pb in Cr) povišano vsebnost PSK tudi v laseh 
(Cicchella in sod., 2016) ter da sezonskim spremembam vsebnosti Pb v prahu na območju 
onesnaženih tal sledi tudi vsebnost svinca v krvi otrok (Zahran in sod., 2013). Biodostopnost 
pri ljudeh najbolj zanesljivo predvidimo z in vivo modeli. Lahko gre za obdelavo 
epidemioloških podatkov, največkrat pa gre za izvedbo poskusov na živalih (miših, 
podganah, zajcih, psih, prašičih, govedu in primatih) (Ng in sod., 2015). Na poskusnih 
živalih, ki so bile izpostavljene onesnaženim tlom, se določa vsebnost PSK v krvi, organih, 
urinu, metabolitih itd. Ker pa so raziskave na živih organizmih drage in nelegitimne, so 
raziskovalci v zadnjih dvajsetih letih razvili enostavne, poceni in ponovljive in vitro metode 
za napovedovanje biodostopnosti PSK iz onesnaženih tal (Adamo in sod., 2018). Ker pri teh 
metodah ne gre za neposredno merjenje vsebnosti PSK v organizmih, v nadaljevanju naloge 
ne govorimo več o biodostopnosti, ampak o biodosegljivosti PSK iz onesnaženih tal. In 
vitro metode za napovedovanje biodosegljivosti PSK posnemajo glavne prebavne procese v 
organizmu s poudarkom na topnosti PSK – ustvarijo se kisle (želodčne) raztopine, ki jim 
sledijo nevtralne (črevesne) raztopine z dodatkom encimov in organskih kislin. Postopek 
ekstrakcije PSK iz tal v prebavnih raztopinah pri normalni telesni temperaturi 37 °C posnema 
tudi čas prebave (1 ura v želodcu in dodatne 4 ure v črevesju). Paustenbach (2000) pa 
opozarja, da je vsebnost biodosegljivih PSK (in vitro testi) iz onesnaženih tal višja od 
dejanske biodostopnosti v organizmu (in vivo testi). Prav tako Ruby in sod. (1999) trdijo, da 
in vitro določena biodosegljivost PSK iz onesnaženih tal pomeni največjo vsebnost PSK, ki 
je dosegljiva organizmu. In vitro modeli so hitri in ponovljivi, vendar je, ker gre za približke 
dejanske biodostopnosti PSK iz onesnaženih tal, težko izbrati najboljši model. Raziskovalci 
so v zadnjih letih najpogosteje uporabljali naslednje teste za določanje biodosegljivosti: 
SBET (osnovni ekstrakcijski test biodosegljivosti (Ruby in sod., 1993)), PBET (fiziološki 
ekstrakcijski test biodosegljivosti (Ruby in sod., 1996)), BARGE UBM (enotna metoda 
BARGE (Wragg in sod., 2011)), SOP EPA (standardna metoda EPA (Standard operating 
procedure …, 2012)) itd. Da bi se podatki o biodosegljivosti z in vitro metodami kar najbolj 
približali in vivo biodostopnosti, so znanstveniki z mednarodnim sodelovanjem večjih 
raziskovalnih skupin (BARC – Raziskovalna skupina za določanje biodosegljivosti Kanada, 
SBRC USA – Konzorcij za določanje topnosti in biodosegljivosti ZDA, BARGE – 
Raziskovalna skupina za določanje biodosegljivosti v Evropi) opravili validacijo ter 
pripomogli k večji zanesljivosti podatkov. Tako sta bili validirani metodi SOP EPA 
(Schroder in sod., 2004) in BARGE UBM (Wragg in sod., 2011), s katerima so in vitro 
podatke preverili z in vivo metodo na prašičih. Pri metodi SOP EPA gre za posnemanje 
dogajanja v želodcu. Pri temperaturi 37 °C se izvede enourna ekstrakcija tal v raztopini 
Jež E. Ovrednotenje izvedljivosti remediacije s kelatnimi ligandi in ocena tveganj remediiranih tal.  
    Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
6 
 
glicina, ki je uravnana pri pH 1,5. Ob koncu ekstrakcije dobimo informacijo o vsebnosti 
biodosegljivih PSK želodčne faze. Pri metodi BARGE UBM pa gre za dva vzporedna 
postopka ekstrakcije, ki potekata v želodcu in črevesju z uporabo sintetičnih prebavnih 
raztopin (encimov, soli, kislin) in upoštevanjem zadrževalnih časov. Postopek UBM 
simulira človeški gastro-intestinalni trakt skozi 3 različne frakcije: usta (5 min.), želodec (1 
h) in črevesje (4 h). Za vsak talni vzorec pridobimo informacijo o vsebnosti biodosegljivih 
PSK na koncu črevesne faze (Wragg in sod., 2011). Poznavanje vsebnosti biodosegljivih 
PSK iz onesnaženih tal je uporabno predvsem pri odločanju lokalnih oblasti, ki morajo 
skrbeti za zdravo življenjsko okolje prebivalcev (Glorennec in Declercq, 2007).  
 
Mežiška dolina je dom za 6000 ljudi, ki so naseljeni v treh naselbinskih okrožjih: Mežica, 
Žerjav in Črna na Koroškem. Prve analize vsebnosti svinca v krvi prebivalcev so potekale v 
letih od 1974 do 1976. Povprečna vsebnost svinca v krvi predšolskih otrok je takrat znašala 
40 µg dL-1 (Ivartnik, 2009). Slovenija je v letu 2007 začela financirati program ukrepov za 
izboljšanje kakovosti okolja Zgornje Mežiške doline v obdobju do leta 2022. Glavni cilj 
programa je znižati vsebnost svinca v krvi na 10 µg dL-1 za vsaj 95 % mežiških otrok. Za 
dosego tega cilja se v okviru programa izvajajo različne aktivnosti: izobraževanje lokalnega 
prebivalstva o nevarnosti vsakodnevne izpostavljenosti PSK, izboljšanje higienskih praks v 
šolah in vrtcih, asfaltiranje peščenih lokalnih poti, redno čiščenje asfaltiranih cestišč, 
obnavljanje in čiščenje fasad in streh javnih stavb itd. Izvedli so tudi prekrivanje onesnaženih 
zemljišč na otroških igriščih in v vrtcih s 5- do 10-centimetrsko plastjo čistih tal. Kljub že 
izvedenim ukrepom od leta 2007 do danes število otrok, ki imajo povišano vsebnost svinca 
v krvi, ne upada. V letu 2017 je imela tretjina otrok ponovno prekoračeno vsebnost svinca v 
krvi, delež otrok z visoko vsebnostjo svinca v krvi je bil tako najvišji po letu 2008 (Rezultati 
preskusov vsebnosti svinca …, 2017).   
 
Leta 1994 so Združene države priporočile uporabo modela IEUBK pri odločanju o ukrepih 
za zmanjšanje nevarnosti s svincem onesnaženih tal. Model IEUBK (angl. Integrated 
exposure uptake bio-kinetic model) upošteva različne vplive izpostavljenosti (zrak, hrana, 
voda, tla in prah) in biodosegljivosti svinca iz onesnaženega okolja v otrokovem telesu. 
Zasnovan je bil na antropogeno onesnaženih tleh zaradi metalurške dejavnosti. Model se ves 
čas posodablja in trenutno vsebuje 120 algoritmov, s katerimi z upoštevanjem fizioloških 
procesov pretvorimo izpostavljenost svincu (izraženo v µg dan-1) v vsebnost svinca v krvi 
(izraženo v µg dL-1). Izpostavljenosti svincu, ki se interpretirajo kot kontakt svinca z 
organizmom prek različnih poti – prek prebavil, dihal ali kože iz zraka, hrane, vode in 
tal/prahu, so upoštevane neodvisno. Določanje izpostavljenosti svincu (µg dan-1) 
izračunamo z določanjem vsebnosti svinca iz različnih medijev, s katerimi otrok pride v stik 
(µg g-1 tal, µg m-3 zraka in µg L-1 vode), pri tem pa se nujno upoštevata tudi trajanje 
izpostavljenosti (izračunano na dan) in biodosegljivost. Seštevek iz različnih medijev se ob 
upoštevanju različnih biokinetičnih procesov pretvori v vsebnost svinca v telesu, in to glede 
na izbrano starost otroka (0–7 let). Rezultat je podan kot geometrična sredina vsebnosti 
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svinca v krvi za posameznega otroka oz. za skupino otrok, ki živijo na območju z identičnimi 
pogoji izpostavljenosti svincu iz okolja (White in sod., 1998). Raziskovalci in lokalne 
skupnosti iz različnih delov sveta se tudi po dvajsetih letih od izdaje modela še vedno 
odločajo za njegovo uporabo (Zhong in sod., 2017; Laidlaw in sod., 2017; Delgado-
Caballero in sod., 2018). Model je zgrajen tako, da za večino parametrov že vsebuje privzete 
vrednosti (White in sod., 1998), ki jih uporabnik lahko sam prilagaja podatkom na izbranem 
raziskovalnem območju. Lindern in sod. (2016) v raziskavi opozarjajo na pomembnost 
uporabe izmerjenih podatkov, saj so bile napovedi o vsebnosti svinca v krvi otrok v njihovi 
raziskavi višje od izmerjenih vsebnosti. Po natančnem pregledu prevzetih vrednosti so 
ugotovili, da so bili dnevni vnosi svinca na raziskovalnem območju (Idaho, ZDA) nižji od 
privzete vrednosti. Z uporabo izmerjenih dnevnih vnosov svinca pa so se napovedi modela 
IEUBK približale dejanski vsebnosti svinca v krvi. Privzete vrednosti so povprečne 
vrednosti, ki so rezultat mnogih raziskav (Guidance manual for the IEUBK model …, 1994), 
in so primerljive tudi z vrednostmi, ki jih merimo na območju Mežiške doline. Ivartnik in 
Eržen (2010) sta prva predstavila model slovenski javnosti. Z uporabo modela sta želela 
določiti vir onesnaženja, s sanacijo katerega bi najbolj zmanjšali negativne vplive svinca na 
ljudi. Ugotovila sta, da so onesnažena tla glavni vzrok za prekoračenje vsebnosti svinca v 
krvi otrok v Mežiški dolini, saj 80 % dnevnega vnosa izhaja prav iz tal. Kljub temu pa 
raziskovalci opozarjajo tudi na pomanjkljivosti modela. White in sod. (1998) so poudarili, 
da med otroki navadno prihaja do razlik v vsebnosti svinca v krvi. Čeprav so bili otroci 
izpostavljeni enaki vsebnosti svinca iz zraka, vode in tal/prahu, je prišlo do razlik v vsebnosti 
svinca v krvi zaradi razlik v obnašanju, različnih stanovanjskih pogojev in individualnega 
odziva na sprejem svinca oz. biokinetičnih procesov. Model zato uporablja log-normalno 
porazdelitev podatkov za prikaz variabilnosti. Kljub temu pa Goodrum in sod. (1996) trdijo, 
da pri modelu prihaja do negotovosti, saj na variabilnost vsebnosti Pb v krvi v populaciji 
vplivajo tudi socialno-ekonomske in etične značilnosti, stopnja urbanizacije itd., ki jih model 
pri izračunih ne upošteva.  
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 1.2 NAMEN, CILJI IN HIPOTEZE 
 
Tehnologija remediacije onesnaženih tal z uporabo kelatnega liganda EDTA je tako razvita, 
da na podlagi patenta št. 20170100755 (Leštan in sod., 2017) že deluje prva čistilna naprava 
za onesnažena tla v Sloveniji, natančneje v Mežiški dolini. Glavni namen doktorskega dela 
je bil pred gradnjo naprave ovrednotiti izvedljivost remediacijske metode ter oceniti 
potencialna tveganja za okolje in človeka zaradi remediiranih tal. Zato so bili glavni cilji 
doktorske naloge ovrednotiti učinkovitost remediacije (določiti stopnjo odstranitve Pb iz tal) 
tako na vzorcih iz Mežiške doline kot na vzorcih iz drugih delov sveta. Prav tako je bil cilj 
oceniti vpliv onesnaženja na lokalno prebivalstvo (določiti stopnjo biodosegljivosti Pb iz tal) 
in izmeriti potencialne učinke remediacije na otroke v Mežiški dolini kot kritične skupine 
(oceniti vsebnost Pb v krvi otrok). Najpomembnejši cilj pa je bil določiti ostanke EDTA v 
remediiranih tleh in stopnjo sekundarnih emisij EDTA iz remediiranih tal, ki lahko pomenijo 
nevarnost za ljudi in okolje. Na podlagi zastavljenih ciljev smo v doktorskem delu postavili 
naslednje hipoteze:       
 
(i) z remediacijo tal s kelatnim ligandom EDTA se zmanjšajo tveganja zaradi 
onesnaženosti tal s svincem v Mežiški dolini; 
 
(ii)  uporabljena kislina (H4EDTA) ter soli (Na2H2EDTA in CaNa2EDTA) po čiščenju 
ostajajo v remediiranih tleh v različnih deležih in se nepovratno vežejo v talni 
kompleks, da ne pomenijo nevarnosti za okolje; 
 
(iii) različni abiotski (temperatura in vlaga tal z vidika staranja tal ter pH) in biotski 




Jež E. Ovrednotenje izvedljivosti remediacije s kelatnimi ligandi in ocena tveganj remediiranih tal.  
    Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
9 
 
2 ZNANSTVENA DELA 
 
2.1  PROSTORSKA PORAZDELITEV POTENCIALNO STRUPENIH KOVIN V 
MEŽIŠKI DOLINI PRED REMEDIACIJO TAL IN PO NJEJ   
  
Finžgar N., Jež E., Voglar D., Leštan D. 2014. Spatial distribution of metal contamination 
before and after remediation in the Meza Valley, Slovenia. Geoderma, 217–218: 135–143   
 
Za določanje prostorske porazdelitve PSK v mežiškem okolju smo vzorčili na 268 lokacijah 
v Mežiški dolini. Vsebnost svinca (Pb) in cinka (Zn) v talnih vzorcih je bila izmerjena tudi 
do 8.900 in 15.500 mg kg-1 (uporaba merilnika XRF). Ekstrakcija talnih vzorcev z EDTA je 
bila izvedena v dveh koncentracijskih nivojih – pri koncentraciji 60 mmol EDTA kg-1 je bila 
uspešnost odstranitve 63 ± 11 % za Pb in 22 ± 16 % za Zn. Z uporabo 120 mmol EDTA kg-
1 pa je uspešnost odstranitve iz talnih vzorcev dosegla 75 ± 10 za Pb in 34 ± 14 % za Zn. 
Učinkovitost čiščenja tal v pilotni remediacijski napravi, s katero smo očistili pet vzorcev tal 
po 60 kg, je primerljiva z ekstrakcijami na laboratorijskem nivoju (76 ± 6 % odstranitev Pb 
in 37 ± 17 % odstranitev Zn). Analiza prostorskih podatkov o skupni vsebnosti Pb in Zn v 
talnih vzorcih pred ekstrakcijo z EDTA in po njej je pokazala, da med podatki ne prihaja do 
velikih variacij, zato smo z interpolacijsko metodo Baysian kriging izdelali zemljevid 
onesnaženosti tal. Iz zemljevida je razvidno, da na površini 19,4 km2 vsebnost Pb v tleh 
presega kritično vrednost (530 mg kg-1). Prav tako tudi vsebnost Zn na površini 10,1 km2 
presega kritično vrednost (720 mg kg-1). Če v geostatističnem modelu upoštevamo skupno 
vsebnost Pb in Zn v tleh, ki smo jo dobili po ekstrakciji tal s 60 mmol EDTA kg-1, potem se 
površina onesnaženega območja nad kritično vrednostjo zmanjša. Za 91 % bi se zmanjšala 
površina pri onesnaženju tal s svincem in za 42 % pri onesnaženju tal s cinkom.  
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2.2 NAPOVED VSEBNOSTI SVINCA V KRVI OTROK PRED REMEDIACIJO TALNIH 
VZORCEV NA OBMOČJU MEŽIŠKE DOLINE IN PO NJEJ  
 
Jež E., Leštan D. 2015. Prediction of blood lead levels in children before and after 
remediation of soil samples in the upper Meza Valley, Slovenia. Journal of Hazardous 
Materials, 296: 138–146 
 
Dolgoletno onesnaževanje Mežiške doline zaradi metalurške dejavnosti ima za posledico 
povišano vsebnost svinca v krvi otrok. Za 79 vzorcev tal v bližini naselij, kjer pričakujemo 
otroke, smo določili vsebnost svinca pred ekstrakcijo in po ekstrakciji s 60 mmol EDTA kg-
1. Z ekstrakcijo se je znižala vsebnost skupnega Pb v talnih vzorcih za 53 ± 13 % v Mežici, 
65 ± 11 % v Žerjavu ter 60 ± 15 % v Črni na Koroškem. Poleg tega se je po ekstrakciji talnih 
vzorcev z EDTA znižala tudi biodosegljivost Pb ob simulaciji kisle želodčne faze (pH = 1,5) 
za 2,6-krat v vzorcih iz Mežice, 3,2-krat pri vzorcih iz Žerjava in 2,9-krat v vzorcih iz Črne 
na Koroškem. Vrednotenje izvedljivosti remediacije z EDTA, pri katerem smo kot glavno 
spremenljivko uporabili vsebnost svinca v krvi triletnika, smo izvedli s pomočjo modela 
IEUBK (angl. Integrated exposure uptake bio-kinetic model), ki upošteva vplive 
izpostavljenosti svincu iz različnih medijev (zrak, voda, tla/prah) in biodosegljivost Pb iz 
onesnaženega okolja v otrokovem telesu. Model IEUBK smo uporabili za izračun napovedi 
vsebnosti svinca v krvi triletnikov, ki naj bi hipotetično živeli v bližini lokacij vzorčenja. 
Izračunane podatke o vsebnosti svinca v krvi triletnikov na onesnaženih tleh smo primerjali 
s podatki državnega monitoringa o vsebnosti svinca v krvi otrok in dobili ujemanje znotraj 
90 % intervala zaupanja. Rezultati modela IEUBK, pridobljeni na tleh, ekstrahiranih z 
EDTA, nakazujejo, da bi se v povprečju vsebnost svinca v krvi triletnikov zmanjšala pod 
mejno vrednost (10 µg dL-1) v naseljih Mežica (4,8 ± 3,6 µg dL-1) in Črna na Koroškem (5,4 
± 3,3 µg dL-1). V naselju Žerjav pa je povprečna vsebnost svinca v krvi triletnika tudi po 
ekstrakciji tal z EDTA nad mejno vrednostjo, in sicer 11,7 ± 4,8 µg dL-1.   
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2.3 OSTANEK IN EMISIJE KELATNEGA LIGANDA EDTA IZ REMEDIIRANIH TAL 
 
Jež E., Leštan D. 2016. EDTA retention and emissions from remediated soil. Chemosphere, 
151: 202–209 
 
Zaradi visoke učinkovitosti se kelatni ligand EDTA v raziskavah veliko uporablja za 
odstranjevanje PSK iz onesnaženih tal. Malo informacij pa imamo o usodi EDTA, ki ostaja 
v remediiranih tleh po čiščenju. 20 vzorcev tal iz Slovenije, Avstrije, Češke in ZDA smo s 
120 mmol EDTA kg-1 tal ekstrahirali 2 in 24 ur. Pri tem smo uporabili tri najpogosteje 
uporabljene oblike kelatnega liganda v raziskavah – Na2EDTA, CaNa2EDTA ter H4EDTA. 
Povprečna učinkovitost odstranitve svinca na kislih tleh je bila 80 ± 12 %, 63 ± 19 % in 74 
± 17 % za Na2EDTA, CaNa2EDTA in H4EDTA pri 24-urni ekstrakciji. Na karbonatnih tleh 
pa je bila učinkovitost remediacije 75 ± 17 %, 55 ± 14 % in 76 ± 15 % za Na2EDTA, 
CaNa2EDTA in H4EDTA pri 24- urni ekstrakciji. Čeprav je bila učinkovitost remediacije na 
kislih tleh boljša, pa je po remediaciji v tleh ostalo od 15 do 64 % uporabljenega liganda 
EDTA. Mnogo manjši, od 1 do 22 %, pa je bil ostanek EDTA po remediaciji na karbonatnih 
tleh. Raziskava je potrdila, da do emisij kelatnega liganda EDTA iz sveže remediiranih tal 
pride v kislih pogojih. Pri ekstrakciji tal z raztopino TCLP (pH = 3,6) se iz remediiranih tal 
izpere 5 % EDTA (od 120 mmol kg-1), pri ekstrakciji z deionizirano vodo pa so bile vsebnosti 
EDTA v izpirkih pod mejo zaznave. Prav tako ni prišlo do sekundarnih emisij EDTA iz 
remediiranih tal pri simulaciji abiotskih (ciklično zamrzovanje/odmrzovanje) in biotskih 
dejavnikov (inkulacija deževnikov Lumbricus rubellus).        
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3.1.1 Ekstrakcija EDTA talnih vzorcev iz Mežiške doline 
 
Vertikalna porazdelitev vsebnosti svinca (Pb) in cinka (Zn) na vzorcih iz Mežiške doline je 
bila določena z meritvami XRF na suhih vzorcih, odvzetih na treh globinah, kot je razloženo 
v opisu metod (Finžgar in sod., 2014). Vzorci, ko je bilo mogoče pridobiti podatke iz treh 
globin (0–8, 8–14 in 14–21 cm), so pokazali, da ne prihaja do statistično značilnih razlik 
med plastmi v vsebnosti Pb in Zn. Globinska homogenost tal je lahko posledica intenzivne 
obdelave in mešanja tal zaradi vrtnarjenja, ki je pogosto v Mežiški dolini. V nasprotju z 
vertikalno pa se je horizontalna porazdelitev PSK izkazala za precej heterogeno. Tako pri 
Pb kot pri Zn prihaja na raziskovalnem območju (90 km2) do velikih razlik med najnižjo in 
najvišjo izmerjeno koncentracijo Pb in Zn v tleh (Finžgar in sod., 2014: 138; Slika 2). Zaradi 
velikega koncentracijskega razpona onesnažil (Pb in Zn) ter pedološke raznolikosti tal v 
Mežiški dolini (Finžgar in Leštan, 2008) je raziskovalno območje primerno za vrednotenje 
ekstrakcije z uporabo kelatnega liganda EDTA.  
 
Aslibekian in Moles (2003), Dao in sod. (2013) poročajo, da obstaja korelacija med 
vsebnostjo raztopljenih PSK v ekstrakcijski tekočini EDTA in skupno vsebnostjo PSK v 
onesnaženih tleh. Pri podatkih iz Mežiške doline nismo opazili te povezave, to pa nakazuje, 
da so ta tla pedološko heterogena, da imajo različne vire in zgodovino onesnaženja. O 
podobni nesorazmernosti odstranitve PSK pri remediaciji EDTA so poročali tudi Burgos in 
sod. (2006). Na drugi strani pa García-Delgado in sod. (1996) trdijo, da presežek EDTA 
glede na vsebnost Pb v tleh lahko odstrani višji delež Pb v karbonatnih tleh. Rezultati na 
vzorcih iz Mežiške doline ne izražajo niti tega trenda (Finžgar in sod., 2014: 138-139; Slika 
3 in 4). Še več, presežek EDTA glede na začetno koncentracijo Zn v vzorcu tal učinkuje 
ravno nasprotno (p < 0,00; α = 0,05). Pri skupini vzorcev, ko smo uporabili višjo 
koncentracijo Na2H2EDTA za ekstrakcijo in je bila začetna koncentracija Pb nad 1.500 mg 
kg-1, se je trend večanja odstranitve zaradi presežka EDTA statistično izrazil. Zaključimo 
lahko, da se učinek presežka EDTA izraža glede na starost onesnaženja. Najbolj onesnaženi 
vzorci v Mežiški dolini (nad 1.500 mg kg-1) so bili vzorčeni v Žerjavu, kjer je onesnaženje 
najmlajše, saj so tam šele leta 1893 zgradili centralno talilno napravo. Po poročanju Han in 
sod. (2003) se dosegljivost PSK s časom sorazmerno niža, saj kovine postajajo stabilneje 
vezane na manj labilne talne frakcije, to pa vpliva na učinkovitost ekstrakcije s kelatnim 
ligandom.  
 
Čeprav je učinkovitost odstranjevanja PSK pri karbonatnih tleh običajno nižja: Manouchehri 
in sod. (2006) poročajo, da je učinkovitost lahko tudi do 50 % nižja kot pri nekarbonatnih 
tleh, je bila povprečna odstranitev pri vzorcih iz Mežiške doline (268 vzorcev) za Pb 63 ± 
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11 % in Zn 22 ± 16 %. Rang odstranitve Pb iz vzorcev je bil velik, saj nam je pri 5 vzorcih 
uspelo odstraniti nad 85 % Pb iz onesnaženih tal. Vzroke za to iščemo v heterogenosti virov 
onesnaženja. Nekateri vzorci tal so bili neposredno onesnaženi z rudo in žlindro, v katerih 
so kovine trdno vezane v mineralno mrežo in jih z ekstrakcijo EDTA težje odstranimo. PSK 
v tej obliki so slabo topne in zato tudi manj nevarne za zdravje ljudi. Na drugi strani, tam, 
kjer je vir onesnaženja posreden – emisije plinov in prahu iz topilnice, ki so se počasi usedale 
na tla, pa je delež odstranitve PSK iz tal z uporabo EDTA visok. Vzorce tal v okolici 
topilnice v Žerjavu, kjer gre za posredno onesnaženje, z začetno koncentracijo Pb nad 1.500 
mg kg-1 (to je 59 vzorcev) smo ekstrahirali z uporabo višje koncentracije Na2H2EDTA (120 
mmol kg-1). Pri tej skupini vzorcev je bila povprečna odstranitev iz tal pričakovano višja (do 
75 ± 10 % za Pb in 34 ± 14 % za Zn). Odstranitve Zn iz talnih vzorcev so bile tako pri 
ekstrakciji s 60 mmol kot pri ekstrakciji s 120 mmol Na2H2EDTA kg
-1 tal nižje od 
odstranitev Pb. Zn je v vzorcih iz Mežiške doline vezan na nemobilno frakcijo tal, običajno 
na frakcijo ostanka po Tessierjevi sekvenčni analizi (Leštan in sod., 2005), in se zato težje 
odstranjuje. Podobne rezultate so dobili tudi drugi raziskovalci (Udovič in Leštan, 2009; 
Jelušič in sod., 2014; Song in sod., 2016). Dao in sod. (2013) poročajo, da je cink v 
onesnaženih tleh na območju Galwayja na Irskem nemobilen in ga zato z ekstrakcijo EDTA 
sploh ni mogoče ostraniti. Cink je esencialni element, ki ga kot naravno ozadje v tleh 
najdemo v vsebnostih 10–300 mg kg-1. Po poročanju Svetovne zdravstvene organizacije 
redko pride do zastrupitve s cinkom pri človeku. Odmerek brez opaznega zdravju 
škodljivega učinka pri poskusih na živalih je bil 100 mg kg-1 (Environmental Health Criteria 
221 …, 2001). Zato smo se v disertaciji bolj posvetili obravnavi svinca, ki je nevaren že pri 
nižji vsebnosti. Kljub temu pa so raziskovalci opazili, da daljša izpostavljenost Zn pri živalih 
(kunci, beli dihurji, podgane in miši) lahko povzroči motnje hemopoetskega in limfnega 
sistema (sistema, kjer se krvne celice tvorijo in razvijajo) tako, da prizadene eritrocite, 
levkocite ali hemostatske mehanizme. Lahko tudi povzroči okvaro ledvic in nepravilnosti 
pri delovanju trebušne slinavke (Environmental Health Criteria 221 …, 2001), česar ne 
smemo zanemariti.   
 
 
3.1.2 Ekstrakcija EDTA talnih vzorcev z izbranimi pedološkimi značilnostmi 
 
V raziskavo smo vključili slovenske vzorce tal iz Mežiške doline, okolice Litije in Domžal, 
avstrijskega Podkloštra, češkega Pribrama in ameriškega Brooklyna (NY), skupaj 20 
vzorcev tal. Izbrana tla so pedološko različna, kar nam omogoča širše vrednotenje 
učinkovitosti remediacije z uporabo kelatnega liganda EDTA. Pedološki parametri, na katere 
smo se osredotočili, so vsebnost organske snovi, gline, karbonatov in železa ter pH tal. Glede 
na izbrane lastnosti tal smo z izvedbo klastrskih analiz vzorce razdelili v tri skupine (Jež in 
Leštan, 2016: 205; Slika 1). Prvo skupino 6 vzorcev sestavljajo nekarbonatna kisla tla 
(povprečni talni pH = 5,9) z nižjo vsebnostjo železa in malo organske snovi. Druga skupina 
vzorcev (9 vzorcev) ima višji delež gline (v povprečju 12,9 %). Zadnja skupina vzorcev (5 
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vzorcev) so karbonatna tla (karbonati v povprečju 16,9 %) z več organske snovi (9,8 %) in 
malo glinenih delcev (pedološki podatki, združeni v Jež in Leštan (2016: 205; Tabela 1)). 
 
V strokovni literaturi sta za odstranjevanje PSK iz tal največkrat uporabljena EDTA kot 
kislina (H4EDTA) in natrijeva sol (Na2H2EDTA) (Zou in sod., 2009). Tehnologija, ki je bila 
patentirana (Leštan, 2015), predvideva uporabo CaNa2EDTA, zato smo v raziskavo vključili 
tudi to obliko EDTA. Iz Jež in Leštan (2016: 4; Supp Mat., Slika S2) vidimo, da smo po 
dveurni ekstrakciji največ Pb odstranili iz kislih tal (skupina 1), v povprečju 71 ± 17 %. 
Najnižja učinkovitost ekstrakcije EDTA (63 ± 23 %) v skupini karbonatnih vzorcev je bila 
pričakovana (Manouchehri in sod., 2006). CaNa2EDTA se je izkazala kot najmanj 
učinkovita oblika kelatnega liganda pri dveurni ekstrakciji. Da ima CaNa2EDTA najbolj blag 
učinek na tla, dokazuje tudi Slika 2, ki prikazuje ekstrakcijsko raztopino istega vzorca po 
dveurni ekstrakciji (vzorec P1, iz prve skupine vzorcev – nekarbonatna, kisla tla). Vzorce 
smo pred določanjem Pb v ekstrakcijskih tekočinah (FAAS) filtrirali s 45 µm 
celuloznoacetatnim filtrom. Barva ekstrakcijske tekočine po ekstrakciji je različna – najbolj 
intenzivna je ob uporabi H4EDTA in najmanj intenzivna prav pri uporabi CaNa2EDTA 
(Slika 2). Vzrok, da je CaNa2EDTA najmanj učinkovita oblika kelatnega liganda pri dveurni 
ekstrakciji, je v visokem pH ob koncu ekstrakcije (pH > 6,4), saj reakcijska konstanta 




Slika 2: Obarvanje ekstrakcijske raztopine vzorca P1 po dveurni ekstrakciji z uporabo različnih oblik EDTA 
(Na2H2EDTA, CaNa2EDTA, H4EDTA). 
 
Na2H2EDTA se je izkazala kot najbolj učinkovita oblika liganda za skupino kislih tal. Za 
preostali dve skupini vzorcev pa je bila najbolj učinkovita oblika H4EDTA, kar so opazili 
tudi drugi raziskovalci (Zou in sod., 2009). Čas ekstrakcije je zelo pomemben parameter pri 
remediaciji, saj je kinetika reakcije med ionom PSK in kelatnim ligandom, ki ima več 
funkcionalnih skupin (kot je EDTA), zelo počasna (Nowack in sod., 2002). Najbolj je 
podaljšan čas reakcije (24 ur) vplival na CaNa2EDTA, saj se je pri drugi in tretji skupini 
vzorcev učinkovitost odstranitve Pb iz tal izboljšala s 33 na 56 %. Sočasno pa se je pH 
Na2H2EDTA         CaNa2EDTA      H4EDTA 
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3.1.3 Vsebnost EDTA v remediiranih tleh 
 
Za določanje vsebnosti EDTA v remediiranih tleh smo uporabili 20 pedološko različnih tal 
iz Mežiške doline, okolice Litije in Domžal, avstrijskega Podkloštra, češkega Pribrama in 
ameriškega Brooklyna (NY). Ker so rezultati odstranitve Pb iz onesnaženih tal, ki smo jih 
predstavili v prejšnjem poglavju (Poglavje 3.1.2), primerljivi z rezultati drugih 
raziskovalcev, smo se odločili, da na teh vzorcih izvedemo tudi analize za določanje 
vsebnosti EDTA v ekstrakcijskih raztopinah. V obravnavo smo vzeli tudi večji vzorec iz 
Avstrije (60 kg), ki smo ga remediirali v pilotni remediacijski napravi. V strokovni literaturi 
imamo malo informacij o usodi EDTA, ki ostaja v remediiranih tleh po čiščenju, in tudi 
metodologija za določanje ostankov EDTA v tleh še ni bila uporabljena. Wang in sod. (2013) 
so uvedli hitro spektrofotometrično metodo za določanje EDTA v vodnih raztopinah, s 
katero smo izmerili vsebnost EDTA ob koncu ekstrakcije talnega vzorca (Slika 3). 
 
 
Slika 3: Merilne steklenice z raztopinami EDTA znane (standardi, prva vrsta) in neznane koncentracije. Metoda 
za določanje vsebnosti EDTA v ekstrakcijskih raztopinah tal (Wang in sod., 2013). 
 
Izmerjeno vsebnost EDTA smo odšteli od skupne uporabljene vsebnosti EDTA (120 mmol 
kg-1 tal) ter določili delež ostanka. Raziskave na vzorcih z izbranimi pedološkimi 
značilnostmi so pokazale, da ostaja v tleh bodisi zaradi absorpcije, vezave z vodikovimi 
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vezmi ali zaradi drugih fizičnih preprek v remediiranih tleh od 0 do 64 % EDTA (Jež in 
Leštan, 2016: 206; Slika 2). Čas ekstrakcije (2 ali 24 ur) ni odločilnega pomena, saj so bile 
razlike v ostankih EDTA majhne in statistično niso značilne (t-test, p = 0,23). Oblika 
CaNa2EDTA ima v splošnem najnižje ostanke v ekstrahiranih tleh, saj smo le pri 3 vzorcih 
(od 20 vzorcev) zaznali ostanke. Tla z največjim ostankom smo remediirali v pilotni 
remediacijski napravi - avstrijska tla (Jež in Leštan, 2016: 206; Slika 2) in jih uporabili v 
nadaljnjih raziskavah o sekundarnih emisijah EDTA iz tal (Poglavje 3.1.4). 
 
H4EDTA je oblika, ki ima največje ostanke v ekstrahiranih tleh. Pri karbonatnih tleh so 
ostanki EDTA po ekstrakciji nižji (1 %), prav nasprotno pa so ostanki EDTA v kislih tleh  
visoki (42 % od 120 mmol kg-1 tal) (Jež in Leštan, 2016: 50; Supp Mat., Tabela S4). Enako 
dinamiko ostankov so zaznali tudi Yip in sod. (2010) pri vezavi Pb-EDTA na getit. Razlogov 
za višjo vezavo EDTA v kislih tleh je več. Nowack in sod. (2002) poročajo, da vezava 
metalo-kelatnih kompleksov v tleh narašča z upadanjem pH, kar je lahko prvi razlog za 
visoke ostanke v kislih tleh. Povprečni pH ekstrakcijske tekočine je bil nizek (pH = 3,3), če 
ga primerjamo s povprečnim pH ekstrakcijske raztopine pri uporabi CaNa2EDTA (pH = 6,7). 
Drugi razlog za visoke ostanke EDTA v kislih ekstrahiranih tleh pa je dejstvo, da je H4EDTA 
slabo topna v vodi – 0,5 g L-1 pri 25°C (Schwuger, 1996). Še več, Gylienė in sod. (2008) so 
opazili, da se kislina H4EDTA v kislih pogojih (pH pod 2) začne obarjati. Da gre pri naših 
vzorcih za obarjanje EDTA, smo dokazali z nadaljnjim izpiranjem ekstrahiranih tal z 
deionizirano vodo (Jež in Leštan, 2016: 206, Slika 3). Izkazalo se je, da pri tleh, ekstrahiranih 
s CaNa2EDTA, po določenem času izpiranja izperemo celotno koncentracijo EDTA iz por 
tal. Pri H4EDTA pa z dodajanjem sveže vode dvigamo pH raztopine in se iz tal kontinuirno 
izpira oborjena EDTA, ki ni vezana na talne delce.  
 
Zanimalo nas je, katera pedološka značilnost najbolj vpliva na ostanke EDTA v ekstrahiranih 
tleh. Z izračuni Pearsonovih korelacijskih koeficientov smo potrdili, da na ostanke statistično 
značilno vplivata pH in vsebnost karbonatov v tleh (Jež in Leštan, 2016: 51; Supp Mat., 
Tabela S5). Visoka negativna korelacija za H4EDTA (Pearsonov koef. = – 0.90) pomeni, da 
pri visokem pH prihaja do nižjih ostankov EDTA v ekstrahiranih tleh. Ostanki EDTA so tudi 
statistično značilno višji pri višji vsebnosti Fe v tleh (Pearsonov koef. = + 0.72). Nowack in 
sod. (2002) poročajo, da se EDTA in drugi aminopolikarboksilni ligandi hitro vežejo na Fe 
okside. Poznamo dva tipa vezave: vezavo tipa A, pri kateri je PSK most med ligandom in 
površino tal, in vezavo tipa B, ko je EDTA most med PSK in površino tal. PSK se lahko 
veže tudi na negativno nabite talne delce, kot so organska snov in glina, v obliki vezave tipa 
A. Kljub vsemu pa naši podatki ne kažejo statistično značilne korelacije med ostankom 
EDTA v ekstrahiranih tleh in vsebnostjo organske snovi ali gline. Prav tako tudi ni statistično 
značilne korelacije med ostankom EDTA in vsebnostjo Pb v tleh (Jež in Leštan, 2016: 51; 
Supp Mat., Slika S3).  
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Slika 4: Obarvanje ekstrakcijske raztopine vzorca A1 po dveurni ekstrakciji s CaNa2EDTA ob kontroliranem 
pH. EDTA povzroči odstranitev huminskih in fulvinskih kislin iz talnega vzorca, kar nakazuje temnejša barva 
tekočine. Efekt je v bazičnih pogojih še bolj izrazit (pH 8). 
 
Deleži ostankov EDTA v remediiranih tleh so pri nekaterih vzorcih močno negativni. Ta 
efekt se je najbolj izrazil pri bazičnih vzorcih tal. Pri teh vzorcih je prišlo do ekstrakcije  
huminskih in fulvinskih kislin iz humusa (Slika 4). Voelker in Sulzberger (1996) sta opazila, 
da fulvinske kisline povzročijo hitro redukcijo Fe(III)-iona. Ta reakcija lahko vpliva na 
končne rezultate vsebnosti EDTA v ekstrakcijski tekočini, ki je zasnovana na detekciji Fe 
(II)-iona po razpadu Fe(III)-EDTA kompleksa (Wang in sod., 2013).  
 
 
3.1.4 Emisije in sekundarne emisije EDTA iz remediiranih tal 
 
Remediacijska naprava za onesnažena tla v Mežiški dolini predvideva uporabo CaNa2EDTA 
za pranje tal (Leštan, 2015). Zato smo si za določanje emisij in sekundarnih emisij EDTA iz 
remediiranih tal izbrali avstrijska tla (A1, Podklošter), kjer je bil ostanek CaNa2EDTA po 
ekstrakciji največji (Jež in Leštan, 2016: 206; Slika 2). 60 kg vzorca tal smo remediirali v 
pilotni remediacijski napravi (Leštan, 2017), s katero smo iz tal odstranili 71 % Pb (Slika 5). 
Po ekstrakciji smo tla dobro sprali z vodo, po spiranju je v remediiranih tleh ostalo 23 % 
EDTA (to je 28,1 mmol kg-1). Do razlik med laboratorijsko določeno vezavo EDTA (14 %) 
na 10 g vzorca ter vezavo v pilotni čistilni napravi (23 %) prihaja, zaradi večje vezavne 
površine tal, ki nastane v reaktorju pilotne čistilne naprave. Za namene naloge smo s 
terminom emisije EDTA poimenovali emisije, ki smo jih izmerili pri ekstrakciji sveže 
remediiranih tal (1 dan stara tla). Sekundarne emisije EDTA pa smo izmerili po obdelavi tal 
z različnimi dejavniki (čas oz. staranje – 18 mesecev, zamrzovanje/taljenje tal ter inkulacija 
deževnikov v tla). 
 
pH 3          pH 4          pH 5          pH 6        pH 7         pH 8   
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Slika 5: Sveža tla po spiranju skozi filtre v pilotni remediacijski napravi. 
 
 Emisije EDTA iz remediiranih tal smo določali z ekstrakcijo v raztopinah TCLP in CaCl2 
ter deionizirano vodo. Z izborom ekstrakcijskih raztopin smo ustvarili različne pH pogoje, 
saj se je pH izkazal kot statistično najpomembnejši parameter. TCLP (angl. Toxicity 
characteristic leaching procedure) je analitska metoda, s katero simuliramo sproščanje 
onesnažil iz tal (oz. odpadkov) v okolje. Tla ekstrahiramo z raztopino ocetne kisline 
(CH3COOH) pri pH = 3 (Method 1311 …, 1992). Ekstrakcijo tal z 0,01 M CaCl2 raztopino 
uporabljamo za oceno privzema PSK v rastline (Novozamsky in sod., 1993). Ekstrakcijska 
raztopina vsebuje približno toliko soli, kot jih je običajno v povprečni talni raztopini, in ima 
pH = 5. Deionizirana voda, ki smo jo uporabili za ekstrakcijo remediiranih tal, je imela pH 
6. Ekstrakcijo smo izvedli na svežih tleh (1 dan po remediaciji), staranih tleh pri sobni 
temperaturi (18 mesecev) in kontrolnih remediiranih tleh, ki smo jih posušili dan po 
remediaciji (105 °C). EDTA v ekstrakcijskih raztopinah smo določali s spektrofotometrično 
metodo (Wang in sod., 2013) in izračunali delež glede na ostanek EDTA v tleh po spiranju 
(28,1 mmol kg-1). Emisije EDTA so bile pričakovano višje v kislih pogojih (Jež in Leštan, 
2016: 208; Tabela 2). Od 28,1 mmol EDTA kg-1 (ostanek v remediiranih tleh) se je pri pH 
= 3 iz tal spralo 36 % EDTA. Nowack in sod. (2002) so sicer opazili, da se EDTA bolje veže 
na Fe okside v kislem, vendar se  pri ekstrakciji z uporabo raztopine TCLP Fe oksidi 
raztapljajo (Tsang in sod., 2013). Še več, acetat iz ocetne kisline v raztopini TCLP (Method 
1311 …, 1992) lahko zamenja vezano EDTA na Fe oksidih, saj sta obe molekuli liganda in 
oksi-aniona. Pri ekstrakciji z raztopino CaCl2 smo zaznali 19-% spiranje EDTA iz 
remediiranih tal (končni pH raztopine je bil 5,4), z uporabo deionizirane vode pa so bile 
emisije EDTA pod mejo zaznave (LOQ = 0,15 mM). Sproščanje emisij EDTA po ekstrakciji 
z raztopino CaCl2 lahko povzroči Ca ion. Ker je Ca ion velik, to lahko povzroči nestabilnost 
pri vezavi EDTA v talnem kompleksu tipa A (PSK so most med EDTA in tlemi) (Nowack 
in sod., 2002). Pri ekstrakciji z raztopino CaCl2 je prišlo do zamenjave iona PSK, vezanega 
na EDTA, z ionom Ca in pri tem do sproščanja EDTA.   
Jež E. Ovrednotenje izvedljivosti remediacije s kelatnimi ligandi in ocena tveganj remediiranih tal.  
    Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2019 
62 
 
Sekundarne emisije EDTA iz remediiranih tal, ki smo jih 18 mesecev starali pod 
normalnimi pogoji, so bile statistično značilno manjše kot pri svežih kontrolnih tleh (Jež in 
Leštan, 2016: 208; Tabela 2). To dokazuje, da se mobilna frakcija EDTA pri normalnih 
pogojih s časom izgublja – zaradi razpada ali močnejše vezave na trdno frakcijo tal. Prav 
tako tudi ni prišlo do zaznavnih sekundarnih emisij EDTA iz laboratorijsko staranih tal pod 
stresnimi pogoji (zmrzovanje/odmrzovanje za 25 dni). Tudi biotski dejavniki (inkulacija 
deževnikov Lumbricus rubellus) (Slika 6) niso povečali emisij EDTA v primerjavi s 
kontrolnimi remediiranimi tlemi. 10 tednov smo spremljali tudi preživetje deževnikov v 
originalnih tleh (Jež in Leštan, 2016: 54; Supp Mat., Tabela S8). V originalnih/onesnaženih 
tleh so preživeli vsi deževniki. Za remediirana tla pa smo dokazali, da so težko življenjsko 
okolje. Le v dveh od petih ponovitev je do konca raziskave preživela polovica inkuliranih 
deževnikov. Tudi Jelušič in sod. (2014a, 2013) poročajo, da remediacija tal vpliva na 
znižanje kvalitete tal kot življenjskega prostora za rastline in živali.  
 
 
Slika 6: Deževniki (L. rubellus) po inkulaciji v 200 g remediiranih mežiških tal.  
 
 
3.1.5 Zemljevid onesnaženosti tal s Pb in Zn v Mežiški dolini 
 
V poglavju 3.1.1 smo razložili, da pri vzorcih iz Mežiške doline na eni strani ne prihaja do 
velikih razlik pri vertikalni vsebnosti Pb in Zn (izmerjeni z uporabo merilnika XRF), na 
drugi strani pa se je horizontalna porazdelitev PSK izkazala za precej heterogeno. Tako pri 
Pb kot pri Zn prihaja na raziskovalnem območju (90 km2) do velikih razlik med najnižjo in 
najvišjo izmerjeno koncentracijo tal (Finžgar in sod., 2014: 138; Slika 2). Najnižja izmerjena 
vsebnost svinca v onesnaženih vzorcih je bila 23 mg kg-1, za cink pa 41 mg kg-1. Najvišja 
izmerjena vsebnost svinca v onesnaženih tleh je bila 8.900 mg kg-1, za cink pa 15.500 mg 
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kg-1. Vse vzorce (n = 268) iz Mežiške doline smo ekstrahirali s 60 mmol Na2H2EDTA kg-1. 
Vsebnosti svinca in cinka so tudi po ekstrakciji tal z EDTA ohranile log-normalno 
porazdelitev, kar je tipično za talne vzorce (Buttafuoco in sod., 2007; Saito in Goovaerts, 
2000). Kljub temu pa prikaz z uporabo semivariogramov pokaže, da imajo podatki malo 
variacij (Finžgar in sod., 2014: 139; Slika 5) – dva med seboj najbližja podatka sta si 
podobna. To je osnova za izvedbo prostorskih interpolacij, s katerimi ustvarimo zemljevid 
onesnaženosti tal za Mežiško dolino.  
 
Kriging je interpolacijska metoda, ki se pogosto uporablja za prikaz onesnaženosti v prostoru 
(Saito in Goovaerts, 2000). V disertaciji smo uporabili različne pristope kriging za vzorce iz 
Mežiške doline – enostavni, univerzalni in Baysian kriging. Z metodo navzkrižnega 
preverjanja smo izračunali, da je uporaba metode Baysian kriging najbolj ustrezna. 
Navzkrižno preverjanje je stara metoda, s katero primerjamo vrednosti na vzorčnih lokacijah 
z napovedanimi/izračunanimi vrednostmi, ki jih dobimo z uporabo interpolacijske metode 
(Dubrule, 1983). V novejših študijah raziskovalci za interpretacijo rezultatov navzkrižnega 
preverjanja največkrat uporabljajo standardno kvadratno sredino (RMSE) (Robinson in 
Metternicht, 2006; Zhang in Wang, 2009; Viana in sod., 2009). V našem primeru smo poleg 
RMSE izračunali tudi povprečno napako (ME). Bližje kot so bile izračunane vsebnosti 
svinca/cinka dejanskim vsebnostim svinca/cinka na terenu, višja je RMSE (čim bolj blizu 1) 
in nižja je ME (čim bolj blizu 0). Rezultati, predstavljeni v Finžgar in sod., (2014: 141; 
Tabela 1), kažejo, da pride ob uporabi interpolacijske metode Baysian kriging do majhne 
napake napovedovanja in smo jo zato uporabili za izdelavo zemljevida onesnaženja za 
Mežiško dolino. 
 
Rezultati modela Baysian kriging so predstavljeni kot zemljevid onesnaženja tal s Pb in Zn 
pred ekstrakcijo vzorcev tal z EDTA in po njej (Finžgar in sod., 2014: 140; Slika 6). V 
Mežiški dolini je onesnaženje tal s Pb in Zn izrazito razdeljeno na tri žarišča, kjer so bili v 
preteklosti viri onesnaženja. Kot je bilo pričakovati, je najbolj onesnaženo območje v okolici 
centralne topilne naprave v Žerjavu. Notranja površina, označena s prekinjeno črto, 
prikazuje območje, kjer koncentracije Pb in Zn v tleh presegajo kritično vrednost, določeno 
v Uredbi o mejnih, opozorilnih in kritičnih imisijskih vrednostih nevarnih snovi v tleh 
(Uredba o mejnih, opozorilnih …, 1996). Izračunana površina, kjer vsebnost svinca v tleh 
presega 530 mg kg-1, pokriva 19,4 km2 in se je po in vitro ekstrakciji vzorcev tal zmanjšala 
za 91 %, na 1,80 km2. Učinkovitost ekstrakcije za Zn je precej nižja in znaša 34 %, kljub 
temu pa bi se površina (10,1 km2), ki presega 720 mg kg-1, zmanjšala za 42 %, na 5,9 km2. 
Napovedovalni model smo uporabili tudi za prikaz učinkovitosti ekstrakcije z uporabo 
kelatnega liganda EDTA (Finžgar in sod., 2014: 141; Slika 7). Model je pokazal, da je bila 
ekstrakcija, s katero smo odstranili svinec iz tal, najbolj učinkovita na območju najmlajšega 
onesnaženja – to je v okolici Žerjava. Na drugi strani pa je bila napovedana odstranitev Zn 
iz tal najboljša severozahodno od Mežice. 
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3.1.6 Biodosegljivost Pb iz tal pred ekstrakcijo mežiških vzorcev z EDTA in po njej  
 
Za namene določanja biodosegljivosti Pb iz talnih vzorcev smo v obravnavo vzeli le vzorce, 
ki so v bližini naselij. V obravnavo smo tako dobili 79 vzorcev, glede na lokacijo vzorčenja 
razdeljenih v tri skupine – Mežica, Žerjav in Črna na Koroškem. Na slikah v Jež in Leštan 
(2015: 30-32; Supp Mat., Slika S1, S2 in S3) je podrobnejši prikaz lokacij vzorčenja.  
 
 
Slika 7: Oprema, potrebna za določanje in vitro biodosegljivega Pb iz talnih vzorcev. Ekstrakcijska tekočina z 
uravnanim pH, v ozadju kopel za vzdrževanje stalne temperature ob mešanju talnih vzorcev. 
 
Biodostopen Pb v talnih vzorcih pomeni potencialno frakcijo, ki se vgradi v organizem 
(Krishnamurti, 2008) zaradi zaužitja ali vdihavanja ali pa PSK pridejo v organizem prek 
kože. Za oceno biodostopnega Pb se običajno uporabljajo in vivo metode. V naših vzorcih 
pa smo določali delež biodosegljivega Pb z uporabo dveh in vitro metod – SOP EPA 
(Schroder in sod., 2004) in BARGE UBM (Wragg in sod., 2011). Pri metodi SOP EPA gre 
za enourno posnemanje dogajanja v želodcu (T = 37 °C, pH 1,5) (Slika 7). Ob koncu 
simulacije dobimo raztopino, v kateri smo z uporabo FAAS – atomskega absorbcijskega 
spektrofotometra (Varian, AA240FS) – izmerili vsebnost biodosegljivega Pb želodčne faze. 
Pri metodi BARGE UBM (Wragg in sod., 2011) pa gre za dva vzporedna postopka 
ekstrakcije, ki potekata v želodcu in črevesju z uporabo sintetičnih prebavnih raztopin 
(encimov, soli, kislin) in upoštevanjem zadrževalnih časov. Postopek UBM simulira 
človeški gastro-intestinalni trakt skozi 3 različne frakcije: usta (5 min.), želodec (1 h) in 
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črevesje (4 h). Za vsak talni vzorec smo ob koncu simulacije izmerili (FAAS) vsebnost 
biodosegljivega Pb na koncu črevesne  faze.  
 
Biodosegljivost Pb v originalnih talnih vzorcih se giblje pri okoli 60 %, z majhnimi razlikami 
med Mežico, Žerjavom in Črno na Koroškem. Pri ekstrahiranih vzorcih tal pa je 
biodosegljivost nižja, in sicer med  44 % v Mežici in 56 % v Žerjavu. Zanimivo je tudi, da 
je za območje Mežice biodosegljivost Pb med najnižjo (42 %) in najvišjo (81 %) vrednostjo 
Pb iz originalnih talnih vzorcev dvakratnik, medtem ko je maksimalna biodosegljivost Pb iz 
ekstrahiranih tal štirikrat večja (min = 19 %, max = 73 %) (Jež in Leštan, 2015: 141; Tabela 
1). Razlog, da prihaja do tako velikih razlik med podatki o biodosegljivosti Pb iz tal, je v 
različni starosti onesnaženja v Mežiški dolini. Rudniki so bili včasih naključno razpršeni po 
celotni dolini in pomenijo neposredno onesnaženje s sljudo in žlindro, medtem ko so novejše 
onesnaženje emisije iz centraliziranih naprav. Schroder in sod. (2004) poročajo, da je 
biodosegljivost Pb v bližini rudnikov nižja, ker naj bi bila tam nižja topnost Pb spojin, kot 
so Pb sulfidi, Pb fosfati, feromanganovi Pb oksidi in fero Pb sulfati. Ravno nasprotno pa je 
bila biodosegljivost Pb visoka za tla, onesnažena s prašnimi emisijami iz talilne naprave, ker 
te emisije vsebujejo lahko topne Pb okside in karbonate (Schoof in sod., 1995). To, da je 
biodosegljivost Pb iz ekstrahiranih tal nižja in da so podatki o najnižji in najvišji vrednosti 
bolj razpršeni, je posledica ekstrakcije z EDTA. Udovič in Leštan (2012) poročata, da se Pb 
pri ekstrakciji z EDTA iz različnih talnih frakcij odstranjuje v različnih deležih. Največ se 
ga odstrani iz labilne talne frakcije, zato ostaja v tleh le še trdno vezan, ki je posledično tudi 
težje biodosegljiv. Te ugotovitve potrjujeta tudi Jelušič in Leštan (2014),  saj se je tudi v 
njuni raziskavi največ Pb odstranilo iz labilne karbonatne frakcije v primerjavi z bolj 
vezanim Pb v frakciji ostanka po Tessierjevi sekvenčni analizi. 
  
Biodosegljivost Pb pri mežiških talnih vzorcih sorazmerno narašča s koncentracijo Pb v tleh 
tako za originalne kot za ekstrahirane vzorce (Jež in Leštan, 2015: 143; Slika 3). O 
podobnem linearnem trendu naraščanja poročajo tudi Barsby in sod. (2012) in le pri vzorcih 
iz okolice Mežice je bil naklon funkcije linearnega trenda statistično značilno nižji pri 
ekstrahiranih tleh. To pomeni, da je bila le tu biodosegljivost Pb iz bolj onesnaženih tal 
učinkoviteje znižana. Ta rezultat pomembno vpliva na nadaljnje analize, s katerimi smo 
napovedovali vsebnosti svinca v krvi otrok.  
 
 
3.1.7 Napoved vsebnosti Pb v krvi otrok pred ekstrakcijo mežiških vzorcev z EDTA in 
po njej  
 
Za napoved vsebnosti Pb v krvi otrok smo uporabili napovedovalni model IEUBK (angl. 
Integrated Exposure Uptake Bio-kinetic model). Model upošteva osnovne fiziološke procese 
znotraj otrokovega telesa in pretvori izpostavljenost svincu (izraženo v µg dan-1) v vsebnost 
svinca v krvi (izraženo v µg dL-1). Izpostavljenost svincu (µg dan-1) smo izračunali z 
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določanjem vsebnosti svinca iz različnih medijev, s katerimi pride otrok v stik (µg g-1 tal, µg 
m-3 zraka in µg L-1 vode), pri tem pa se nujno upoštevata tudi trajanje izpostavljenosti 
(izračunano na dan) in biodosegljivost (izmerjeno z in vitro metodo SOP EPA (Schroder in 
sod., 2004)). Seštevek iz različnih medijev model IEUBK pretvori v vsebnost svinca v telesu 
glede na izbrano starost otroka (0–7 let). V našem primeru smo se odločili za triletnike, saj 
imamo le za to starostno skupino že vpeljan državni monitoring v okviru Programa ukrepov 
za izboljšanje kakovosti okolja v Zgornji Mežiški dolini (Odlok o območjih …, 2007), pri 
katerem se vsako leto določa vsebnost svinca v krvi vseh triletnikov v generaciji.  
 
Za napoved vsebnosti svinca v krvi otrok v Mežiški dolini smo uporabili naslednje podatke: 
– vsebnost Pb v talnem vzorcu (eksperimentalno določena s FAAS),  
– vsebnost Pb v pitni vodi (rezultati Komunalne službe Mežica), 
– vsebnost Pb v zraku (PM5) (podatki, povzeti iz Poročila o izvajanju … 2009), 
– delež biodosegljivega Pb v talnem vzorcu (ABA). 
 
Po navodilih ameriške okoljske organizacije (EPA) (Standard operating …, 2012) smo za 
vsak vzorec tal izvedli simulacijo želodčne ekstrakcije. V ekstrakcijski raztopini smo 
izmerili in vitro biodosegljivo koncentracijo Pb v talnem vzorcu s FAAS (mg kg-1). Ta 
pomeni najvišjo vsebnost Pb v talnem vzorcu, ki se raztopi v želodčni raztopini. Z deljenjem 
izmerjene in vitro biodosegljive koncentracije Pb s skupno koncentracijo Pb v tleh smo 
izračunali delež in vitro biodosegljivega Pb v talnem vzorcu (IVBA, %). Delež in vitro 
biodosegljivega Pb je osnova za napoved relativne biodostopnosti (RBA, %). Relativno 
biodostopnost Pb iz tal so raziskovalci določili na večjem številu vzorcev z in vivo 
raziskavami, kjer so vsebnost Pb v tkivih organizma izmerili po izpostavljenosti Pb 
(Estimation of relative …, 2007). Na vseh talnih vzorcih, ki so jih uporabljali pri in vivo 
raziskavah, so izvedli tudi in vitro test ter določili linearni model (r2 = 0,924). Linearni model 
(Enačba 3) nam omogoča na osnovi rezultatov in vitro testa napovedati relativno 
biodostopnost Pb iz tal.  
 
RBA = 0,878 X IVBA – 0,028                                                                                    … (3) 
 
Ker pa je vhodni parameter v model IEUBK absolutna biodostopnost Pb (ABA), smo 
izračunano relativno biodostopnost Pb korigirali še s faktorjem 0,50 (Enačba 4).  
 
ABA (%) = RBA X 0,50                                                                                              … (4) 
 
Uporabljeno je dejstvo, da otroci prevzamejo iz hrane 50 % zaužitega Pb (Estimation of 
relative …, 2007). ABA predstavlja delež med zaužitim Pb ter Pb, ki se skozi otroški 
gastrointestinalni trkt absorbira v kri in ostala tkiva (IEUBK modeling …, 2008). Za 
preostale vhodne parametre v modelu smo upoštevali privzete vrednosti (Description of 
parameters …, 1994; Tabela B-2).  
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Ocenili smo, da naj bi bila vsebnost svinca v krvi triletnikov na onesnaženih tleh (Jež in 
Leštan, 2015: 144; Slika 4) presežena na 9 (od 30) lokacijah v Mežici, 17 (od 33) lokacijah 
v Črni na Koroškem ter na vseh lokacijah v Žerjavu. Za mejno vrednost smo izbrali  vsebnost 
10 µg dL-1, ki se uporablja kot ciljna vsebnost v 7. členu Odloka o območjih največje 
obremenjenosti okolja in o programu ukrepov za izboljšanje kakovosti okolja v Zgornji 
Mežiški dolini (2007). Pridobljeni rezultati temeljijo na napovedih modela IEUBK, pri 
katerem sta glavno težo pri izračunih nosili dve spremenljivki – vsebnost Pb v tleh in delež 
biodosegljivega Pb v tleh. Če trditev podkrepimo s prikazom dejanskih rezultatov modela 
za naključno lokacijo v Črni na Koroškem, je bila povprečna vsebnost Pb v tleh 1.282 mg 
kg-1, biodosegljivost Pb iz tal je bila 64,8 %, v vodi je bila vsebnost Pb 5,01 µg L-1 ter v 
zraku 0,065 µg Pb m-3. Rezultati modela so pokazali, da kar 95 % dnevnega vnosa Pb v 
otrokovo telo pomeni vnos iz tal, le 3 % iz pitne vode in manj kot 1 % iz zraka. Pravilnost 
rezultatov modela (vsebnost svinca v krvi – µg dL-1) na onesnaženih tleh smo preverili z 
dejanskimi meritvami vsebnosti Pb v krvi triletnikov na območju Mežiške doline (podatke 
o vsebnosti Pb v krvi otrok smo povzeli po Ivartnik (2009)). Za primerjavo z modelom 
IEUBK izračunano vsebnost Pb v krvi z dejansko vsebnostjo smo uporabili t-test. Za vsako 
naselje posebej smo izračunali 95-% interval zaupanja za vsebnost, izračunano z IEUBK, in 
za dejansko vsebnost. Rezultati so pokazali, da se intervali zaupanja za naselja Mežica in 
Žerjal povsem ujemajo, le pri Črni na Koroškem je prišlo do razlike, ki pa ni statistično 
značilna (Jež in Leštan, 2015: 145; Slika 5). Zaključimo lahko, da je izbrani nabor vhodnih 
podatkov za vnos v napovedovalni model IEUBK na območju Mežiške doline ustrezen in 
ga lahko z veliko zanesljivostjo uporabimo pri nadaljnjem vrednotenju vzorcev, 
ekstrahiranih z EDTA.  
 
 
Rasmuson in sod. (2012) so uporabili model IEUBK za napoved varne vsebnosti Pb v tleh. 
Ugotovili so, da bi pri koncentraciji 250 mg kg-1 Pb v tleh imelo več kot 90 % otrok na 
območju Shymkenta (Kazahstan) vsebnost Pb v krvi pod 10 µg dL-1. V naši raziskavi pa 
smo rezultate modela IEUBK uporabili za vrednotenje uspešnosti ekstrakcije s kelatnim 
ligandom EDTA. Vsebnost Pb v krvi triletnikov smo grafično prikazali na zemljevidu (Jež 
in Leštan, 2015: 144; Slika 4). Povprečna vsebnost Pb v krvi otrok se je po ekstrakciji talnih 
vzorcev za polovico zmanjšala. Število lokacij, kjer vsebnost Pb v krvi otrok še vedno 
presega 10 µg dL-1, se je v Mežici znižalo z 9 na 3 lokacije in v Črni na Koroškem s 17 na 3 
lokacije. Na območju Žerjava pa je povprečna vsebnost Pb v krvi otrok tudi po ekstrakciji 
še vedno nad mejno vrednostjo, in sicer 11,7 µg dL-1. Rezultati modela so pokazali, da bi 
bila remediacija tal z uporabo EDTA na območju Mežice in Črne na Koroškem lahko 
dolgoročna rešitev okoljskega problema. Za posamezne lokacije, kjer niti ekstrakcija z 
EDTA ni bila dovolj učinkovita, pa predlagamo bolj konvencionalno rešitev, npr. 
prekrivanje s 60 cm čiste zemljine.  
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Model IEUBK je orodje, ki ga z veliko zanesljivostjo lahko uporabljamo za originalna tla na 
lokacijah, ki so onesnažene zaradi intenzivnega rudarjenja (User’s Guide for the Integrated 
Exposure …, 2007). Glavna in največja razlika med originalnimi in ekstrahiranimi tlemi se 
kaže v biodosegljivosti Pb iz tal, kar lahko vpliva na zanesljivost napovedi vsebnosti Pb v 
krvi otrok z modelom IEUBK, če vemo, da 95 % dnevnega vnosa Pb v otrokovo telo prinese 
vnos iz tal. In vitro biodosegljivost Pb iz tal je bila določena po navodilih ameriške okoljske 
organizacije (EPA) (Standard operating …, 2012). Z obsežnimi raziskavami so ugotovili, da 
in vitro ekstrakcija Pb iz onesnaženih tal v želodčni fazi zelo dobro napoveduje potencialno 
biodosegljivost Pb, ki so jo določili v in vivo raziskavah na mladih prašičih. Kljub temu pa 
je linearni regresijski model, ki so ga določili na osnovi rezultatov in vivo – in vitro raziskav, 
še vedno določen z uporabo originalnih tal, in ne tal, ekstrahiranih z EDTA. Nekateri avtorji 
trdijo, da je in vitro določanje biodosegljivosti Pb iz tal kot osnovna ekstrakcija v kisli 
raztopini preveč poenostavljena metoda in je zato »fizično neustrezna« (Zia in sod., 2011). 
Pri uporabi protokola (Standard operating …, 2012), ki ga priporočajo za vnos podatkov v 
model IEUBK, simuliramo le želodčno fazo, v resnici pa se glavnina PSK v človeškem 
telesu absorbira v črevesni fazi (Cave in sod., 2011). Črevesna faza je bolj blaga, tu se 
raztopijo tudi nižje vsebnosti Pb. Cave in sod. (2011) poročajo, da biodosegljiva frakcija v 
želodčni fazi pomeni maksimalno koncentracijo PSK, ki je dosegljiva nadalje v črevesni 
fazi. Wragg in sod. (2011) so razvili metodo določanja in vitro biodosegljivosti Pb (BARGE 
UBM), ki posnema situacijo v človeškem telesu – tako v želodčni kot v črevesni fazi. Za 
vzorce v naselju Črna na Koroškem smo izmerili potencialno biodosegljivost Pb iz 
originalnih in ekstrahiranih talnih vzorcev. Povprečna biodosegljivost Pb v črevesni fazi za 
originalne vzorce je bila 6,2 % in za remediirane vzorce 5,6 %. To je približno 10-krat 
manjša biodosegljivost Pb kot pri želodčni fazi, določeni po protokolu EPA (Standard 
operating …, 2012). Čeprav podatki o želodčni biodosegljivosti Pb, določeni po protokolu 
EPA (Standard operating …, 2012), in črevesni biodosegljivosti po metodi BARGE UBM 
(Wragg in sod., 2011) niso neposredno primerljivi, pa velika razlika nakazuje na to, da so 
lahko napovedi o vsebnosti Pb v krvi otrok z metodo IEUBK, pri kateri smo uporabili 
podatke o biodosegljivosti Pb po protokolu EPA, precenjene in jih moramo uporabljati s 
previdnostjo.  
 
Z obsežnim vzorčenjem, ki smo ga izvedli v letu 2012, smo pridobili podatke o povprečni 
vsebnosti Pb v na treh lokacijah (Mežica, Črna na Koroškem in Žerjav). Pri interpretaciji 
rezultatov modela IEUBK (napoved vsebnosti Pb v krvi otrok) pa je pomembno to, da otrok 
na lokacijah vzorčenja tal ne poznamo oz. da gre za hipotetično domnevo, da naj bi na 
lokacijah vzorčenja živeli otroci. Od leta 2001 do 2007 je pri odvzemu krvi sodelovalo 
skupno 155 otrok, za katere vemo, v katerem okraju živijo (Ivartnik, 2009; Priloga B). Nabor 
podatkov je obsežen in nam prikazuje splošno stanje v Mežiški dolini. Če bi hoteli z 
zanesljivostjo uporabljati vsako lokacijo vzorčenja posebej oz. vedeti, kaj se zgodi, če tla 
ekstrahiramo z EDTA, pa imamo v modelu premalo specifičnih podatkov. V tem primeru bi 
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morali model IEUBK nadgraditi, predvsem s sodelovanjem lokalnega prebivalstva. Ob 
odvzemu vzorca krvi pri otroku bi morali vzeti tudi vzorec tal na vrtu oz. v okolici bivališča. 
Znotraj bivalnih prostorov (kuhinja z jedilnico, dnevni prostor, otroška soba in podstrešje) 
ter v prostorih otroškega vrtca bi bilo treba vzeti vzorec za določanje vsebnosti Pb v prahu. 
Starši bi morali ob odvzemu krvi izpolniti vprašalnik, ki bi nam dal informacijo o času, ki 
ga otrok preživi zunaj ali znotraj bivalnih prostorov, informacijo o načinu igre otroka, če se 
otrok igra na tleh oz. vrtu. Za Mežiško dolino je značilno, da družine pridelujejo domačo 
zelenjavo na lastnem vrtu, zato je pomembna tudi informacija o deležu domače hrane na 
jedilniku otroka. Če se otrok še doji, bi bilo treba vzeti vzorec materinega mleka. Ker v 
Mežiški dolini ni sistematičnega vzorčenja in pridobivanja teh informacij, moramo rezultate 
modela uporabljati z mero negotovosti. Ob slabem poznavanju navad otrok je napoved 
vsebnosti Pb na posameznih lokacijah vzorčenja lahko napačna za originalna tla in 
posledično tudi napoved po ekstrakciji vzorca z EDTA ne da realnih rezultatov. Če vzamemo 
za primer doma pridelano hrano: Jelušič in sod. (2014) so na poskusnem vrtu, kjer je bila 
vsebnost Pb v tleh 1.580 mg kg-1, ter na remediiranih tleh iz Mežiške doline z vsebnostjo Pb 
310 mg kg-1 gojili različno zelenjavo. Vsebnost Pb v užitnih delih zelenjave (špinača, 
korenje, zelena solata, zelje), ki je bila pridelana na onesnaženih tleh, je bila v vseh primerih 
presežena glede na evropska določila (Commission Regulation (EC) No 1881/2006 …, 
2006). Zelenjava na remediiranem vrtu pa ni presegla mejnih vrednosti za Pb, prav tako Pb 
tudi ni bil zaznan v užitnih delih zelenjave, razen zanemarljivih vrednosti Pb v špinači. V 
primeru modela pa smo upoštevali privzeto vrednost dnevnega vnosa Pb iz hrane tako za 
originalna tla kot za tla, ekstrahirana z EDTA. Zato so sistematično zbiranje podatkov in 
nadaljnje raziskave v smeri iskanja rešitve onesnaženja tal s PSK v Mežiški dolini nujni.  
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3.2 SKLEPI  
 
V okviru doktorskega dela smo prišli do naslednjih zaključkov:  
 
– obsežno vzorčenje tal v Mežiški dolini in geostatistična obdelava podatkov prikazujeta, da 
ima onesnaženje tal s svincem in cinkom v Mežiški dolini tri žarišča z vsebnostmi nad 
kritično mejo (530 mg kg-1 (Pb) in 720 mg kg-1 (Zn)). Najbolj onesnaženo območje je Žerjav, 
kjer vsebnost Pb v tleh dosega do 9.000 mg kg-1 in vsebnost Zn v tleh do 15.000 mg kg-1; 
 
– z ekstrakcijo tal z raztopino EDTA (60 mmol kg-1) odstranimo iz onesnaženih tal Mežiške 
doline do 75 % Pb in do 34 % Zn. Rezultati prostorskih analiz (Baysian kriging) nakazujejo, 
da onesnaženo območje v Mežiški dolini pokriva 19 km2. Baysian kriging za vzorce, 
ekstrahirane z EDTA, napoveduje zmanjšanje onesnažene površine na 2 km2 za tla, 
onesnažena s Pb, in na 10 km2, za tla, onesnažena s Zn. Onesnaženje tal v okolici Žerjava se 
po ekstrakciji z EDTA ni zmanjšalo pod kritično mejo (530 mg kg-1 (Pb) in 720 mg kg-1 
(Zn)); 
 
– delež biodosegljivega Pb, določenega po protokolu EPA (Standard operating …, 2012), iz 
mežiških talnih vzorcev je v povprečju 60 %. To pomeni, da je povprečna in vitro 
biodosegljiva koncentracija Pb za območje Mežice 638 mg kg-1, Črne na Koroškem 791 mg 
kg-1 in Žerjava 2.431 mg kg-1. Po ekstrakciji z EDTA se biodosegljiva koncentracija Pb iz 
talnih vzorcev zniža za 30 do 40 %;  
 
– pedološke značilnosti tal statistično značilno vplivajo na ostanek EDTA v tleh po 
ekstrakciji. Pri nizkem pH in nizki vsebnosti karbonatov v tleh so po ekstrakciji talnih 
vzorcev ostanki EDTA visoki. V kislih tleh je ostanek EDTA med 15 in 64 %, v karbonatnih 
tleh je nižji, med 1 in 22 % (od 120 mmol kg-1). Deleži ostanka v tleh po ekstrakciji so 
različni ob uporabi različnih oblik EDTA in si sledijo: H4EDTA > Na2H2EDTA > 
CaNa2EDTA;  
 
– pri sveže remediiranih tleh s 120 mmol EDTA kg-1 se pojavijo emisije v kislih pogojih do 
36 % (od 28,1 mmol kg-1) in jih ne zaznamo pri ekstrakciji z vodo. Različni abiotski 
(zamrzovanje/odmrzovanje) in biotski (deževniki) dejavniki ne povečajo emisij v okolje. 
Sekundarne emisije ostajajo na nivoju emisij EDTA iz sveže remediiranih tal.  
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Namen doktorske disertacije je bil ovrednotiti izvedljivost remediacije s kelatnim ligandom 
EDTA ter oceniti tveganja zaradi remediiranih tal, če bi jih vnesli v okolje. Rezultati 
doktorske disertacije so pokazali, da je delež odstranitve Pb in Zn iz tal z uporabo liganda 
EDTA visok. Ekstrakcijo z EDTA smo izvedli na 268 onesnaženih vzorcih tal, ki so 
naključno razpršeni po celotni Mežiški dolini. Rezultati prostorskih analiz (Baysian kriging) 
o vsebnosti Pb in Zn v onesnaženih tleh nakazujejo, da ima onesnaženje v dolini tri žarišča, 
ki se zgodovinsko ujemajo z lokacijo metalurške dejavnosti. Najbolj onesnažena tla so v 
naselju Žerjav, kjer vsebnost Pb in Zn v tleh dosega do 8.000 mg kg-1 in 15.000 mg kg-1. Na 
tem območju je tudi biodosegljiva koncentracija Pb, določenega po protokolu EPA 
(Standard operating …, 2012), največja in v povprečju dosega 2.000 mg kg-1. Onesnaženo 
območje, kjer vsebnosti Pb in Zn presegajo zakonsko določeno kritično mejo (Uredba o 
mejnih, opozorilnih …, 1996), v Mežiški dolini obsega 19 km2. Mežiška tla so pedološko 
zelo raznovrstna. Prevladujejo sicer karbonatna tla, pri katerih je potencial remediacije z 
EDTA nižji, pa ta kljub temu dosega pri Pb 63-% odstranitev in pri Zn 22-% odstranitev iz 
onesnaženih tal. Ekstrakcija talnih vzorcev z EDTA nakazuje, da bi v Mežiški dolini lahko 
potencialno zmanjšali območje, onesnaženo s Pb in Zn v tleh. Le v okolici Žerjava je 
vsebnost Pb v tleh tako visoka, da je niti z ekstrakcijo z EDTA ni mogoče znižati pod kritično 
mejo 530 mg kg-1. V Žerjavu se sicer biodosegljivost Pb iz tal po ekstrakciji vzorcev zniža 
za 30 %, kljub temu pa napovedi o vsebnosti Pb v krvi triletnikov še vedno pri večini talnih 
vzorcev presegajo mejo 10 µg dL-1 (Odlok o območjih največje obremenjenosti …, 2007). 
Zato z remediacijo tal s kelatnim ligandom EDTA v okolici Žerjava ne bi dosegli 
zastavljenih ciljev. Rezultati analiz so obetavnejši za okolico naselij Mežica in Črna na 
Koroškem. Povprečna onesnaženost tal s Pb na tem območju je med 1.000 in 1.300 mg kg-
1, z ekstrakcijo talnih vzorcev pa smo povprečno vsebnost Pb znižali pod kritično vrednost 
tako v Mežici (489 mg kg-1) kot v Črni na Koroškem (488 mg kg-1). Biodosegljivost Pb iz 
tal se je po ekstrakciji vzorcev z obeh območij z EDTA znižala za več kot 30 %, to pa je 
vplivalo tudi na znižanje vsebnosti Pb v krvi otrok. Glede na rezultate napovedovalnega 
modela IEUBK so v Mežici in tudi Črni na Koroškem ostale le še tri vzorčne lokacije, kjer 
bi bila vsebnost Pb v krvi otrok presežena. Ocenjujemo, da bi remediacija tal z ligandom 
EDTA v naseljih Mežica in Črna na Koroškem zmanjšala tveganje za življenje ljudi na 
onesnaženem območju.   
 
Drugo vprašanje, ki se nanaša na oceno tveganja remediiranih tal, pa je povsem novo 
poglavje na področju remediacije z EDTA. Do sedaj namreč še nihče ni določal vsebnosti 
EDTA, ki ostaja v remediiranih tleh, ter preverjal možnosti emisij oz. sekundarnih emisij. Z 
rezultati spektrofotometričnih analiz (Wang in sod., 2013) smo ocenili, da v ekstrahiranih 
tleh ostaja od 0 do 64 % EDTA (od začetne koncentracije 120 mmol kg-1). Največ EDTA je 
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ostajalo v tleh ob ekstrakciji talnih vzorcev s H4EDTA, najmanj pa pri uporabi CaNa2EDTA. 
Ostanke EDTA v tleh po ekstrakciji smo preverjali na vzorcih z različnimi pedološkimi 
značilnostmi in ugotovili, da na vsebnost EDTA v ekstrahiranih tleh najbolj vplivata pH in 
vsebnost karbonatov. Vzorec iz Podkloštra (Avstrija), kjer so bili ostanki EDTA po 
ekstrakciji s CaNa2EDTA  največji, smo remediirali v pilotni remediacijski napravi (60 kg) 
ter spremljali emisije iz remediiranih tal. Najvišje emisije EDTA iz sveže remediiranih tal 
smo izmerili po ekstrakciji remediiranih tal s kislo raztopino – do 5 % (od 120 mmol kg-1). 
Pri ekstrakciji z deionizirano vodo pa so bile emisije EDTA pod mejo zaznave. Remediirana 
tla smo izpostavili različnim abiotskim in biotskim dejavnikom – staranje pri normalnih 
pogojih za 18 mesecev, simulacija odmrzovanja in zamrzovanja za 25 dni ter vnos živih 
dejavnikov (inkulacija deževnika Lumbricus rubellus) za 70 dni. Izkazalo se je, da noben 
dejavnik ni povečal sekundarnih emisij EDTA iz remediiranih tal. To pa potrjuje tudi našo 
delovno hipotezo, da različni abiotski in biotski (deževniki) dejavniki ne vplivajo na vezavo 




The aim of the doctoral work was to evaluate the feasibility of soil remediation with EDTA 
as a chelating agent and to evaluate and reduce the risks of remediated soils after re-
introduction into environment. The results indicate that EDTA-based soil washing 
efficiently removed lead (Pb) and zinc (Zn) from polluted soil. Remediation tests were 
performed on 268 contaminated soil samples randomly dispersed across Meza Valley. 
Geostatistic analyzes (Baysian kriging) of Pb and Zn content in contaminated soils showed 
that pollution in the Meza Valley is restricted into three areas, the historical locations of 
metallurgical activity. City of Žerjav is the most polluted area where levels of Pb and Zn in 
soil reach up to 8.000 mg kg-1 and 15.000 mg kg-1 and bioaccessibility of Pb reach on average 
2.000 mg kg-1. The polluted area in Meza Valley with critical value above the values 
stipulated by Slovenian legislation covered 19 km2. The soils in Meza Valley are 
pedologically diverse, calcareous soils predominate from which the efficiency of EDTA for 
extracting toxic metals is generally lower due to competition of Ca. Nevertheless, with 
EDTA remediation we removed Pb and Zn 63 % and 22 %, respectivly. On average EDTA-
based soil washing has the potential to reduce the polluted area in Meza Valley with 
exceeding soil Pb and Zn concentrations with the exception of city of Žerjav where the 
average total soil Pb concentration in soil samples after remediation remained above the 
critical value of 530 mg kg-1. Although the in vitro Pb bioaccessability from remediated soil 
was reduced by 30 % the prediction of blood Pb level for children exceeded the 10 μg dL-1 
limit in most of the Žerjav soil sampling locations. Therefore, remediation with EDTA is not 
feasible for highly contaminated Žerjav area. The results were more promising for the cities 
of Mezica and Crna. Here the average total soil Pb concentration is between 1.000 and 1.300 
mg kg-1, respectively. With remediation the mean Pb concentrations decreased below the 
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critical value in Mezica (489 mg kg-1) as well as in Crna (488 mg kg-1). The bioaccessability 
of Pb from Mezica and Crna soils was reduced by more than 30%, which also affected the 
modelled decrease in the children blood Pb levels. According to the results of the IEUBK 
predictive model only three locations in Mezica and Crna would after remediation exceed 
the stipulated Pb blood level of 10 µg dL-1. Therefore, soil washing with EDTA in area of 
Mezica and Crna is feasible and could reduce hazards from Pb contamination for inhabitants. 
 
Risk assessment and prevention of potential emissions from remediated soil is a completely 
new chapter in EDTA soil washing research. We determined the retention and potential of 
EDTA secondary emissions from remediated soil. The results of spectrophotometric analysis 
(Wang et al., 2013) showed that EDTA retention in extracted soil samples ranged from 0 to 
64% of initial EDTA concentration (120 mmol kg-1). Retention of EDTA was higher when 
H4EDTA salt of EDTA was used and lower when soil was extracted with CaNa2EDTA salt. 
EDTA retention in the extracted soils was determined in soils samples with different 
pedological properties. The results showed that the amount of EDTA retained in the 
extracted soil is most affected by soil pH and content of carbonates. The acidic soil sample 
from Arnoldstein, where EDTA retention after CaNa2EDTA extraction was the highest, was 
selected for further evaluation of EDTA emissions from remediated soil. Sixty kg of soil 
were  remediated using CaNa2EDTA in a pilot remediation plant. From freshly remediated 
soil up to 5% of total applied 120 mmol kg-1 EDTA was extracted with acidic extractant. 
Extraction of remediated soil with deionized water yield EDTA concentration below the 
detection limit. The remediated soil was further exposed to various abiotic and biotic factors 
- aging under room conditions for 18 months, repetitive simulation of soil freezing and 
thawing for 25 days, and exposure to biotic factors by soil inoculation with Lumbricus 
rubellus earthworms for 70 days. These treatment did not increase the EDTA secondary 
emissions from the remediated soil. With this we confirmed the last hypothesis that abiotic 
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